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Abstract of DE1 001 0281 

The invention relates to a method for detecting 5-methylcytosine in genomic DNA samples. Firstly, a 
genomic DNA from a DNA sample is chemically reacted with a reagent, whereby 5-methylcytosine and 
cytosine react differently. Afterwards, the pretreated DNA is amplified while using a polymerase and at 
least one primer. In the next step, the amplified genomic DNA is hybridized to at least two 
oligonucleotides, whereby the latter are assembled by inserting at least one oligonucleotide. In the case of 
the ligation product, a nucleotide carries a detectable tagging, and the lengthening is subject to the 
methylation status of the respective cytosine in the genomic DNA sample. In the following step, the 
lengthened oligonucleotides are examined for the presence of the tagging. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterisgen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Ligase/Polymerase-Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in DNA Proben 

© Beschrieben wird ein Verfahren zum Nachweis von 
5-Methylcytosin in genomischen DNA-Proben. Zuerst 
wird eine genomische DNA aus einer DNA-Probe mit ei- 
nem Reagenz chemisch umgesetzt, wobei 5-Methylcyto- 
sin und Cytosin unterschiediich reagieren, und ansch tie- 
Bend wird die vorbehandelte DNA unter Verwendung ei- 
ner Polymerase und mindestens einem Primer amplifi- 
ziert. Im nachsten Schritt wird die amplifizierte genom- 
ische DNA an mindestens zwei Oligonukleotide hybridi- 
siert, wobei letztere durch das Einfugen mindestens eines 
Oligonukleotids zusammengefugt warden. Bei dem Liga- 
tionsprodukt tragi ein Nukleotid eine nachweisbare Mar- 
kierung und die Verlangerung hangt vom Methylierungs- 
status des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA- 
Probe ab. Im nachsten Schritt werden die verlangerten 

■ Oligonukleotide auf das Vorhandensein der Markierung 

g untersucht. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zura Nachweis von 
5-Methylcytosin in genoraischen DNA-Proben. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten 
Jahre in der Molekularbiologie gut studierten Beobach- 
tungsebenen sind die Gene selbst, die tjbersetzung dieser 
Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. Warm 
im Laufe der Entwicklung eines Individuums welches Gen 
angeschaltet wind und wie Aktivieren und Inhibieren be- 
stimmter Gene in bestimmien Zellen und Geweben gesteu- 
ert wind, ist mit AusmaB und Charakter der Melhylierung 
der Gene bzw, des Genoms korrelierbar. Insofem ist die Ar> 
nahme naheliegend, daS pathogene Zustande sich in einem 
veranderten Methyiierungsmuster einzelner Gene oder des 
Genoms auBern. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur 
Detektion des Methylierungszustandes genomischer DNA 
Proben. Das Verfahren kann gleichzeitig auch zum Nach- 
weis von Punktmutationen und Single Nucleotide Polymor- 
phisms (SNPs) genutzt werden. 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt beispiels- 
weise eine Rolle in der Regulation der Transkription, beim 
genetischen Imprinting und in der Tumorgenese, Die Identi- 
fizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer 
Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Methyl- 
cytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzie- 
rung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dariiber hin- 
aus geht bei einer PGR- Amplifikation die epigenetische In- 
formation, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig 
verloren. 

Eine relativ neue und die mittlererweile am haufigsten an- 
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5-Me- 
thylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit 
mit Cytosin, das nach anschlieBender alkalischer Hydrolyse 
in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaa- 
rungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcytosin 
wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert 
Damit wird die ursprungliche DNA so umgewandelt, dass 
Metbylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisie- 
rungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Techni- 
ken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch 
Amplifikation und Hybridisierung oder Sequenzierung 
nachgewiesen werden kann. AUe diese Techniken beruhen 
auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der 
Stand der Technik, was die Empfindlichkeit betrifft, wird 
durch ein Verfahren definiert, welches die zu untersuchende 
DNA in einer Agarose-Matrix einschlieSt, dadurch die Dif- 
fusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an 
einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallungs- und 
Reinigungsschritte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek, A. 
et aL, Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066). Mit dieser 
Methode konnen einzelne Zellen untersucht werden, was 
das Potential der Methode veranschaulichL AUerdings wer- 
den bisher nur einzelne Regionen bis etwa 3(XX) Basenpaare 
Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf 
Tausenden von moglichen Methylierungsanalysen ist nicht 
moglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr 
kleinen Fragmente aus geringen Probenmengen zuverlassig 
analysieren. Diese gehen trotz Diflusionsschutz durch die 
Matrix verloren. 

Eine tJbersicht iiber die weiteren bekannten Moglichkei- 
ten, 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgen- 
den Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePam- 
philis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255. 



Die Bisulfit-Technik wind bisher bis auf wenige Ausnah- 
men (z. B. Zechnigk, M. et aL, Eur. J. Hum. Gen. 1997, 5, 
94-98) nur in der Forschung angewendeL Imraer aber wer- 
den kurze, spezifische Stiicke eines bekannten Gens nach ei- 
ner Bisulfit-Behandlung amptifziert und entweder komplett 
sequenziert (Olek, A. und Walter, J., Nat. Genet. 1997, 17, 
275-276) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine "Pri- 
mer-Extension- Reaktion rt (Gonzalgo, M. L. und Jones, P. 
A., NucL Acids Res. 1997, 25, 2529-2531, WO-Patent 
9500669) oder einen Enzymschnitt (Xiong, Z. und Laird, P. 
W., NucL Acids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen. 
Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung be- 
schrieben worden (Olek et aL, WO 99 28498). 

Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der 
Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laird, P. W. (1997), 
Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, P. A. 
(1997), NucL Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und Clark, S. 
(1994), Bioassays 16, 431; Zeschnik, M. et al. (1997), Hu- 
man Molecular Genetics 6, 387; Teil, R. et al. (1994), Nucl. 
Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. (1995), Gene 157, 261; 
WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 45560. 

Eine Obersicht iiber den Stand der Technik in der Oligo- 
mer Array Herstellung lafit sich aus einer im Januar 1999 er- 
schienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Ge- 
netics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
zitierten Literatur entnehmen. 

Es existieren verschiedene Verfahren um DNA zu immo- 
billsieren. Das bekannteste Verfahren ist die Festbindung ei- 
ner DNA, welche mit Biotin funktionalisiert ist, an eine 
Streptavidin-beschichtete Oberflache (Uhlen, M. et al. 1988, 
Nucleic Acids Res. 16, 3025-3038). Die Bindungsstarke 
dieses Systems entspricht der einer kovalenten chemischen 
Bindung ohne eine zu sein. Um eine Ziel-DNA kovalent an 
eine chemisch vorbereitete Oberflache binden zu konnen, 
bedarf es einer entsprechenden Funktionalitat der Ziel- 
DNA. DNA selbst besitzt keine Funktionalisierung, die ge- 
eignet ist. Es gibt verschiedene Varianten, in eine Ziel-DNA 
eine geeignete Funktionalisierung einzufiihren: Zwei leicht 
zu handhabende Funktionalisierungen sind primare, alipha- 
tische Amine und Thiole. Solche Amine werden quantitativ 
mit N-Hydroxysuccinimidestern umgesetzt, und Thiole rea- 
gieren unter geeigneten Bedingungen quantitativ mit Alky- 
liodiden. Eine Schwierigkeit besteht im Einfuhren einer sol- 
chen Funktionalisierung in eine DNA. Die einfachste Va- 
riante ist die Einfuhrung durch einen Primer einer PGR. Ge- 
zeigte Varianten benutzen 5'-modifizierte Primer (NH2 und 
SH) und einen bifunktionalen Linker. 

Ein wesentlicher Bestandteil der Immobilisierung auf ei- 
ner Oberflache ist ihre Beschaffenheil. Bis jetzt beschrie- 
bene Systerae sind hauptsachlich aus Silizium oder Metall. 
Eine weitere Methode zur Bindung einer Ziel-DNA basiert 
darauf, eine kurze Erkennungssequenz (z. B. 20 Basen) in 
der Ziel-DNA zur Hybridisierung an ein oberflachenimmo- 
bilisiertes Oligonukleotid zu verwenden. Es sind auch enzy- 
matische Varianten zur Einfuhrung von chemisch aktivier- 
ten Positionen an eine Ziel-DNA beschrieben worden. Hier 
wird an einer Ziel-DNA enzymatisch eine 5'-NH r Funktio- 
nalisierung durchgefuhrt 

Fiir die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays 
sind vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet wor- 
den. Besonders geeignet fiir Fluoreszenzmarkierungen ist 
das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 
5'-OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz 
der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise uber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstofife Cy3 und Cy5 sind, ne- 
ben vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

Eine Ubersicht uber den Stand der Technik in der Oligo- 



DE 100 10 281 Al 

2 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



DE 100 10 

3 

mer Array Herstellung laBt sich aus einer im Januar 1999 er- 
schieneneh Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature 
Genetics Supplement, Volume 21, January 1999), der dort 
zitierten Literatur und dem US-Patent 5994065 UberMetho- 
den zur Herstellung von festen TVagern fur Zielmolekule 5 
wie Oligonukleotide bei vennindertem nichtspezifischem 
Hintergrundsignal entnehmen. 

Neuere Verfahren zum Nachweis von Mutationen sind im 
folgenden aufgefuhrt: 

Als ein Spezialfail der Sequenzierung ist die Einzelbasen- 10 
Primer- Erweiterung (Genetic Bit Analysis) erwahnenswert 
(Head, SR., Rogers, YH„ Parikh K., Lan, G., Anderson, S., 
Goelet, P., Boycejacino MT., Nucleic Acids Research. 
25(24): 5065-5071, 1997; Picoult-Newberg, L., Genome 
Res. 9(2): 167-174, 1999). Eine kombinierte Amplification 15 
und Sequenzierung wird in US-Patent 5928906 beschrieben, 
wo eine basenspezifische lerminierung auf Matrixmoleku- 
len eingesetzt wird. Ein weiteres Verfahren setzt eine liga- 
se/Poiyraerasereaktion fur die Identifikation von Nukleoti- 
den ein (US-Patent 5952174). 20 

Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations-Massen- 
spektrometrie (MALDI) ist eine sehr leistungsfahige Ent- 
wicklung fur die Analyse von Biornolekulen (Karas, M. und 
Hillenkamp, F. (1988), Laser desorption ionization of pro- 
teins with molecular masses exeeding 10000 daltons. Anal. 25 
Chenx 60 : 2299-2301). Ein Analyt wird in eine lichtabsor- 
bierende Matrix eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuls 
wird die Matrix verdampft und das Analytmolekiil so un- 
fragmentiert in die Gasphase befordert Durch StoBe mit 
Matrixmolekulen wird die Ionisation des Analyten erreicht. 30 
Eine angelegte Spannung beschleunigt die Ionen in ein feld- 
freies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen wer- 
den Ionen unterschiedlich stark beschleunigt Kleinere Io- 
nen erreichen den Detektor fruher als groBere. 

Maldi eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Pepti- 35 
den und Proteinen. Die Analyse von Nukleinsauren ist etwas 
schwieriger (Gut, L G. und Beck, S. (1995), DNA and Ma- 
trix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrome- 
try. Molecular Biology: Current Innovations and Future 
Trends 1 : 147-157.) Fur Nukleinsauren ist die Empfind- 40 
lichkeit etwa 100 mal schlechter als fur Peptide und nimmt 
mit zunehmender FragmentgroBe uberproportional ab. Fur 
Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat 
haben, ist der IonisationsprozeB durch die Matrix wesentlich 
ineffizienter. Fiir MALDI spielt die Wahl der Matrix eine 45 
eminent wichtige Rolle. Fur die Desorption von Peptiden 
sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, 
die eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fiir DNA gibt es 
zwar mittlererweiie einige ansprechende Matrices, jedoch 
wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht ver- 50 
ringert Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert 
werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dass 
sie einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnuklein- 
sauren, bei denen die gewohnlichen Phosphate des Riick- 
grats durch Thiophosphate substituiert sind, iassen sich 55 
durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale 
DNA umwandeln (Gut, L G. und Beck, S. (1995), A proce- 
dure for selective DNA alkylation and detection by mass 
spectrometry. Nucleic Acids Res. 23 : 1367-1373). Die 
Kopplung eines "charge tags" an diese modifizierte DNA re- 60 
sultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den glei- 
chen Betrag, wie er fur Peptide gefunden wird. Ein weiterer 
Vorteil von "charge tagging" ist die erhohte Stabilitat der 
Analyse gegen Verunreinigungen, die den Nachweis unmo- 
difizierter Substrate stark erschweren. 65 

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus 
DNA von Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben 
gewonnen. Diese Standardmethodik findet sich in Referen- 
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zen wie Fritsch und Maniatis eds., Molecular Goning: A 
Laboratory Manual, 1989. 

Gemeinsamkeiten zwischen Promotoren bestehen nicht 
nur im Vorkommen von TATA- oder GC-Boxen sondern 
auch darin, fur welche Transkriptionsfaktoren sie Bindestel- 
len besitzen und in welchem Abstand diese sich zueinander 
befinden. Die existierenden Bindestellen fur ein bestirnmtes 
Protein summen in ihrer Sequenz nicht vollstandig uberein, 
es finden sich aber konservierte Folgen von mindestens 4 
Basen, die durch das Einfugen von "Wobbles", d. h. Positio- 
ned an denen sich jeweils unterschiedliche Basen befinden, 
noch verlangert werden konnen. Des weiteren liegen diese 
Bindestellen in bestimmten Abstanden zueinander vor. 

Die Verteilung der DNA im Interphase-Chromatin, das 
den groBten Teil des nuklearen Volumens einnirnmt, unter- 
liegt jedoch einer ganz speziellen Ordnung. So ist die DNA 
an mehreren Stellen an die nukleare Matrix, eine filamen- 
tose Struktur an der Innenseite der nuklearen Membran, an- 
geheftet. Diese Regionen bezeichnet man als matrix attach- 
ment regions (MAR) oder scaffold attachment regions 
(SAR). Das Anheften hat wesentlichen EinfluB auf die Tran- 
skription bzw. die Replikation. Diese MAR-Fragmente wei- 
sen keine konservativen Sequenzen auf, bestehen allerdings 
zu 70% aus A bzw. T und liegen in der Nahe von cisagieren- 
den Regionen, die die TVanskription allgemein regulieren, 
und Topoisomerase II-Erkennungsstellen. 

Neben Promotoren und Enhancern existieren weitere re- 
gulatorische Elemente fur verschiedene Gene, sogenannte 
Insulators. Diese Insulators konnen z. B. die Wirkung des 
Enhancers auf den Promoter inhibieren, wenn sie zwischen 
Enhancer und Promotor liegen, oder aber, zwischen Hetero- 
chromatin und einem Gen gelegen, das aktive Gen vor dem 
EinfluB des Heterochromatins schiitzen. Beispiele fiir solche 
Insulators sind: 1. sogenannte LCR (locus control regions), 
welche aus mehreren gegeniiber DNAase I hypersensitiven 
Stellen besteht; 2. bestimmte Sequenzen wie SCS (speciali- 
zed chromatin structures) bzw. SCS', 350 bzw. 200 bp lang 
und hoch-resistent gegen Degradierung durch DNAase I 
und auf beiden Seiten von hypersensitiven Stellen flankiert 
(Abstand je 100 bp). An scs' bindet das Protein BEAF-32. 
Diese Insulators konnen auf beiden Seiten des Gens liegen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es ein Verfahren 
bereitstellen, welches sich zum gleichzeitigen Detektieren 
von Cytosin-Methylierungen und SNPs in genomischen 
DNA-Proben besonders eignet. Dabei soil bevorzugt eine 
Vielzahl von Fragmenten gleichzeitig untersucht werden 
konnen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Verfahren 
zum Nachweis von 5-Methylcytosin in genomischen DNA- 
Proben gelost, wobei man die folgenden Schritte ausfuhrt: 

(a) man setzt eine genomische DNA aus einer DNA- 
Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Me- 
thylcytosin und Cytosin unterschiedlich reagieren und 
diese somit nach der Reaktion ein unterschiedliches 
Basenpaarungsverhalten in der DNA Duplex zeigen; 

(b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter 
Verwendung einer Polymerase und mindestens einem 
Oligonukleotid (Yyp A) als Primer; 

(c) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden 
an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbil- 
dung einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonu- 
kleotiden aus verschiedenen Spezies des TVps B und 
des Typs C besteht und wobei besagte hybridisierte 
Oligonukleotide des Typs B mit ihrem 3-Ende unmit- 
telbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die Po- 
sitionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung 
in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind 
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und wobei das zweite Oligonukleolid (Typ Q an eine 
zweite Region des Zielmolekiils bybridisiert, so dass 
das 5-Ende des zweiten Oligonukleotids (Typ C) durch 
eine Lucke von der GroBe eines Einzelnukleotides oder 
bis zu 10 Nukleotiden vom 3-Ende des ersten hybridi- 5 
sierten Oligonukleotids (Typ B) an der Stelle der be- 
sagten ausgewahlten Position getrennt ist; 

(d) man verlangert das Oligonukleotid (Typ B) mit be- 
kannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Poly- 
merase urn hochstens die Anzahl von Nukleotiden, die 10 
zwischen dem 2 V-Ende des Oligonukleotids des Typs 

B und dem 5-Ende des Oligonukleotids des Typs C lie- 
gen, wobei die Verlangerung vom Methylierungsstatus 
des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA- 
Probe abhangt is 

(e) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart 
einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Poly- 
merasereaktion veriangerte erste Oligonukleotid des 
Typs B und das zweite Oligonukleotid des Typs C ver- 
bunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt 20 
erhalt, sofern im vorangehenden Schritt eine Verlange- 
rung des Oligonukleotids des Typs B derart erfolgte, 
dass nun das 2 V-Ende mit vorhandener 2 V-Hydroxy- 
funktion des verlangerten Oligonukleotids unmittelbar 
an das 5-Ende des Oligonukleotids des Typs C an- 25 
grenzt; 

(f) man detektiert, ob sich ein Ligationsprodukt gebil- 
det hat. 

Dabei ist es erfindungsgemaB bevorzugt dass das 5-Ende 30 
des ersten Oligonukleotids (Typ B) an eine Festphase immo- 
bilisiert ist oder dass das 3-Ende des zweiten Oligonukleo- 
tids (Typ C) an eine Festphase immobilisiert ist 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist ferner, dass man die in 
Schritt b erzeugten Amplifikate an definierten Stellen an 35 
eine Festphase bindet Besonders bevorzugt ist dabei, dass 
man bei der Amplifikation mindestens einen Primer (Typ A) 
an eine Festphase bindet 

Es ist weiterhin bevorzugt, dass man unterschiedliche 
Amplifikate auf der Festphase in Form eines rechtwinkligen 40 
oder hexagonalen Gitters anordnet 

Ferner ist bevorzugt, dass man unterschiedliche Oligonu- 
kleotidsequenzen auf einer ebenen Festphase in Form eines 
rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters anordnet 

Bevorzugt ist auch, dass die an den verlangerten Oligonu- 45 
kleotiden angebrachten Markierungen an jeder Position der 
Festphase, an der sich eine Oligonukleotidsequenz befindet, 
identifizierbar sind. 

ErfindungsgemaB ist weiterhin bevorzugt, dass die Fest- 
phasenoberflache aus Silizium, Glas, Polystyrol, Alumi- 50 
nium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber oder Gold besteht 

Ganz besonders bevorzugt ist es, dass die man Behand- 
lung der DNA vor der Amplifikation mit einer Bisulfitio- 
sung ( = Disulfit, Hydrogensuifit) durchruhrt. 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist auch, dass die Amplifika- 55 
tion mittels der Polymerasekettenreaktion (PGR) erfolgt 

Bevorzugt ist ferner, dass die verwendeten Oligonukleo- 
tide des Typs A entweder nur die Basen T, A und C oder 
aber die Basen T, A und G enthalten und/oder dass die ver- 
wendeten Oligonukleotide des Typs B und/oder des Typs C 60 
entweder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen T, A 
und G enthalten. 

Besonders bevorzugt ist ferner, dass man die ligations- 
produkte und/oder die Verlangerungsprodukte fur die De- 
tection mit einer nachweisbaren Markierung versieht. Dabei 65 
ist insbesondere bevorzugt dass die Markierungen Fluores- 
zenzmarkierungen sind oder dass die Markierungen Radio- 
nuklide sind oder dass die Markierungen ablosbare Massen- 
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markierungen sind, die in einem Massenspektrometer nach- 
weisbar sind. 

Bevorzugt ist dabei auch, dass die verlangerten Oligonu- 
kleotide und Ligationsprodukte insgesamt im Massenspek- 
trometer nach weisbar sind und somit durch ihre Masse ein- 
deutig markiert sind. Femer ist erfindungsgemaB bevorzugt, 
dass jeweils ein Fragment der verlangerten und/oder ligier- 
ten Oligonukleotide im Massenspektrometer nachweisbar 
ist 

Weiterhin ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren be- 
vorzugt dass man das Fragment durch Verdau mit einer 
oder mehreren Exo- oder Endonukleasen erzeugt 

Besonders bevorzugt ist hierbei, dass zur besseren Detek- 
tierbarkeit im Massenspektrometer die erzeugten Fragmente 
eine einzelne positive oder negative Nettoladung aufweisen. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren ist ferner erfindungs- 
gemaB bevorzugt, dass man die Detektion der verlangerten 
Oligonukleotide und/oder der Ligationsprodukte mittels 
Matrix assistierter Laser Desorptions/lonisations Massen- 
spektrometrie (MALDI) oder mittels Elektrospray Massen- 
spektrometrie (ESI) durchruhrt und visualisiert 

Bevorzugt ist auch ein Verfahren, wobei die Polymerasen 
hitzebestandige DNA-Polymerasen und/oder die Ligasen 
thermostabile Ligasen sind. 

Bevorzugt ist femer ein Verfahren, wobei man zusatzlich 
zur DNA-Methylierung auch SNPs detektiert und visuali- 
siert. 

Auch ist ein Verfahren bevorzugt wobei die eingesetzten 
Nukleotide terminierende (Typ D 2) und/oder kettenverian- 
gernde Nukleotide (Typ D 1) sind. Hierbei ist insbesondere 
bevorzugt dass das kettenterrninierende Nukleotid (Typ D 
2) aus einer Gruppe ausgewahlt wird, die entweder die Ba- 
sen T und C oder aber die Basen G und A enthalt und/oder 
die kettenverlangernden Nukleotide (Typ D 1) aus einer 
Gruppe ausgewahlt wird, die entweder die Nukleobasen A, 
T und C oder aber die Basen G und A und T enthalt 

Bevorzugt ist auch, dass das fluoreszenzmarkierte dCTP- 
Derivat Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP ist 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist es auch, dass man die 
Amplifikation von mehreren DNA-Abschnitten in einem 
ReaktionsgefaB durchfuhrt 

Ganz besonders bevorzugt ist das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren, wobei in Schritt a) die genomische DNA aus einer 
DNA-Probe erhalten wurde, wobei Quellen fur DNA z. B. 
ZelUinien, Blut Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Ruckenmarks- 
Fliissigkeit in Paraffin einbettetes Gewebe, histologische 
Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon 
umfafit 

Es ist auBerdem erfindungsgemaB bevorzugt dass man 
das 3'-Ende des in Schritt d verlangerten Oligonukleotids 
des Typs B durch das Nukleotid 2'-Desoxyadenosin bildet 
das durch seine S'-Hydroxyfunktion die Ligation in Schritt e 
errndglicbt wohingegen ein 2',3-Didesoxyguanosin am 3'- 
Ende des Oligonukleotids nicht zu einem Ligationsprodukt 
fuhrt und/oder dass man das 3'-Ende des in Schritt d verlan- 
gerten Oligonukleotids des Typs B durch das Nukleotid 2 - 
Desoxyguanosin bildet das durch seine 3'-Hydroxyfunktion 
die Ligation in Schritt e enndglicht wohingegen ein 2\3- 
Didesoxyadenosin am 3-Ende des Oligonukleotids nicht zu 
einem Ligationsprodukt fuhrt und/oder dass man das 3'- 
Ende des in Schritt d verlangerten Oligonukleotids des Typs 
B durch das Nukleotid Thymidin bildet das durch seine 3'- 
Hydroxyfunktion die Ligation in Schritt e enndglicht wo- 
hingegen ein 2\3'-Didesoxycytidin am 3-Ende des Oligonu- 
kleotids nicht zu einem Ligationsprodukt fuhrt und/oder 
dass man das 3'-Ende des in Schritt d verlangerten Oligonu- 
kleotids des Typs B durch das Nukleotid 2'-Desoxycytidin 
bildet das durch seine 3'-Hydroxyfunktion die Ligation in 
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Schritt e ermoglicht, wohingegen em 2',3'-Didesoxythymi- 
din am 3'-Ende des Oligonukleotids nicht zu einem Ligati- 
onsprodukt fiihrt 

Weiterhin ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass man Me- 
thylierungsanalysen des oberen und unteren DNA-Stranges 5 
gleichzeitig durchfuhrt 

Bevorzugt ist schlieBlich ein erfindungsgemaBes Verfah- 
ren, wobei man die Schritte c-e in Losung durchfuhrt und 
die ligierten Oligonukleotide auf eine Festphase fur die De- 
tection aufbringt 10 

Beschrieben wird also ein Verfahren zum Nachweis von 
Methylcytosin in genomischen DNA-Proben: 

Die Methode beinhaltet die Amplifikation, Hybridisie- 
rung und Verlangerungsreaktion einer gesamten DNA oder 
eines Fragments hiervon. Die Methode kann benutzt werden 15 
zum Nachweis von Methylcytosin und auch gleichzeitig von 
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) und Mutationen. 

Die zu analysierende genomische DNA wird bevorzugt 
aus ublichen Quellen fttrDNA erhalten, wie z. B. Zelllinien, 
Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks-Fliissig- 20 
keit, in Paraffin einbettetes Gewebe, histologische Objekt- 
trager und alle moglichen Kombinationen hiervon. 

Im ersten Schritt des Verfahrens behandelt man die einge- 
setzte DNA bevorzugt mit Bisulfit, ( = Disulfit, Hydrogen- 
sulfit) oder aber einer anderen Chemikalie derart, dass alle 25 
nicht an der 5-Position der Base methylierten Cytosinbasen 
so verandert werden, dass eine hinsichtlich dem Basenpaa- 
rungsverhalten unterschiedliche Base entsteht, wahrend die 
in 5-Position methylierten Cytosine unverandert bleiben. 
Verwendet man Bisulfit, so findet an den nicht methylierten 30 
Cytosinbasen eine Addition statt Die anschlieBende alkali- 
sche Hydrolyse fiihrt dann zur Umwandlung von nicht me- 
thylierten Cytosin-Nukleobasen in Uracil. Die eingesetzte 
genomische DNA fragmentiert man bevorzugt vor der che- 
mischen Behandlung mit einer Restriktionsendonuklease. 35 

Im zweiten Schritt des Verfahrens ampliziert man die vor- 
behandelte DNA bevorzugt unter Verwendung einer hitze- 
bestandigen Polymerase und mindestens einem Primer (Typ 
A). Dieser Primer kann bevorzugt 10-40 Basenpaare enthal- 
ten. 40 

In einer besonders bevorzugten Van ante des Verfahrens 
fiihrt man die Amplifikation mit Primem des Typs A mittels 
der Polymerasekettenreaktion (PGR) durch. 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens fiihrt man 
die Amplifikation von mehreren DNA-Fragmenten in einem 45 
ReaktionsgefaB durch. Dies kann entweder eine sogenannte 
Multiplex PCR sein, in der verschiedene Primer jeweils de- 
finierte Fragmente erzeugen. Man fiihrt verschiedene defi- 
nierte Amplifikationen in einem ReaktionsgefaB durch. In 
einer weiteren, besonders bevorzugten Variante des Verfah- 50 
rens ampliflzieren Primer gezielt und reproduzierbar jeweils 
mehrere Fragmente. Dies erzielt man beispielsweise da- 
durch, dass die Fragmente beispielsweise an repetitive Ele- 
mente im Genom binden. In einer besonders bevorzugten 
Variante des Verfahrens binden die Primer an Transcription 55 
Factor Binding Sites, an Promotoren oder andere regulatori- 
sche Elemente in Genen. In einer besonders bevorzugten 
Variante des Verfahrens findet die Amplifikation durch Ver- 
langerung von Primem statt, die an eine Festphase gebunden 
sind. Eine Multiplex-PCR im weiteren Sinne kann man da- 60 
durch ausgefuhren, dass unterschiedliche Primer an ver- 
schiedenen, definierten Orten einer Festphase gebunden 
sind. Bei diesen Ausfuhrungen der Amplifikation ist immer 
jeweils der zu einem Strang komplementare Primer (z. B. 
Forward-Primer) immobilisiert und der jeweils zum Gegen- 65 
Strang komplementare Primer (z. B. Reverse-Primer) liegt 
in Losung vor. 

In einer wiederum bevorzugten Variante des zweiten Ver- 
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fahrensschrittes ist die Festphase eben, wobei die unter- 
schiedlichen Oligonukleotidsequenzen in Form eines recht- 
winkligen oder hexagonalen Gitters angeordnet sind Das 
hat zur Folge, dass auch die unterschiedlichen Ampliflkate 
auf der Festphase in Form eines rechtwinkligen oder hexa- 
gonalen Gitters angeordnet sind. Wie bereits oben beschrie- 
ben, werden in diesem Fall mehrere Amplifikate direkt auf 
der Festphase erzeugt 

Die Festphasenoberflache besteht bevorzugt aus Silizium, 
Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Hsen, Kupfer, Nickel, 
Silber oder Gold. 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
enthalten die Oligonukleotide des lyps A entweder nur die 
Basen T, A und C oder nur die Basen T, A und G. 

Im dritten Schritt des Verfahrens hybridisiert man einen 
Satz von Oligonukleotiden, bestehend aus zwei lypen von 
Oligonukleotiden, einem ersten (Typ B) und einem zweiten 
(Typ C) Oligonukleotid an eine ausgewahlte Position der 
amplifizierten genomischen DNA. Das erste Oligonukleotid 
(Typ B) ist ein Primer, der an eine erste Region der zu unter- 
suchenden Zielsequenz derart hybridisiert, dass dessen 3'- 
Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an 
die Positionen angrenzt, die hinsichtlich ihrer Methylierung 
in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind. Das 
zweite Oligonukleotid (Typ C) hybridisiert an eine zweite 
Region des Zielmolekiils, so dass das 5'-Ende des zweiten 
Oligonukleotids (Typ Q durch eine Lucke von der GroBe ei- 
nes Einzelnukleotides oder von bis zu 10 Nukleotiden vom 
3'-Ende des ersten hybridisierten Oligonukleotids (Typ B) 
an der Stelle der besagten ausgewahlten Position getrennt 
ist 

Die an die Amplifikate hybridisierten Oligonukleotide 
des TVps B konnen mit ihrem 5'-Ende oder an einer anderen 
Base oder iiber ihr Ruckgrat mit einer Festphase verbunden 
sein, nicht aber iiber ihr 3'-Ende. Bevorzugt erfolgt eine Bin- 
dung iiber das 5'-Ende. In einer bevorzugten Variante ist die 
Festphase eben, wobei die unterschiedlichen Oligonukleo- 
tidsequenzen (Typ B) in Form eines rechtwinkligen oder he- 
xagonalen Gitters angeordnet sind. 

Die an die Amplifikate hybridisierten Oligonukleotide 
des Typs C konnen mit ihrem 3-Ende oder an einer anderen 
Base oder iiber ihr Ruckgrat mit einer Festphase verbunden 
sein, nicht aber iiber ihr 5-Ende. Bevorzugt erfolgt eine Bin- 
dung iiber das 3-Ende. In einer bevorzugten Variante ist die 
Festphase eben, wobei die unterschiedlichen Oligonukleo- 
tidsequenzen (Typ C) in Form eines rechtwinkligen oder he- 
xagonalen Gitters angeordnet sind. Das 5-Ende des Oligo- 
nukleotids des TVps C muss phosphoryliert sein. 

Zusammenfassend bestehen fiir die Immobilisierung an 
eine Festphase vorzugsweise die folgenden verschiedenen 
Moglichkeiten: 

1. Das 5-Ende des ersten Oligonukleotids (Typ B) ist 
an eine Festphase immobilisiert. 

2. Das 3-Ende des zweiten Oligonukleotids (Typ C) 
ist an eine Festphase immobilisiert 

3. Die Amplifikation wird bereits auf einer Festphase 
durchgefuhrt, dabei ist bevorzugt das 5-Ende eines Pri- 
mers mit der Festphase verbunden. 

4. Man fiihrt die Amplifikation, Hybridisierung, Ver- 
langerungsreaktion und Ligation vorzugsweise in Lo- 
sung durch und bringt erst das Ligationsprodukt fur die 
Detektion auf die Festphase auf. 

Die Festphasenoberflache besteht bevorzugt aus Silizium, 
Glas, PolystyroU Murninium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, 
Silber oder Gold 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
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enthalten die Oligonukleotide des Typs B und/oder des Typs nukleotide insgesamt oder Fragmente hiervon werden in ei- 

C entweder nur die Basen T, A und C oder nur die Basen T, ner besonders bevorzugten Van ante des Verf aniens mittels 

AundG. Matrix-assistierter Laser-Desorptions/Ionisations-Massen- 

Das Oligonukleotid (Typ B) mit bekannter Sequenz von n spektrometrie (MALDI-MS) oder mittels Elektronenspray- 

Nucleotiden wird im vierten Verf ahrensschritt mit einer hit- 5 Massenspektrometrie (ESI) anhand ihrer eindeutigen Masse 

zebestandigen Polymerase urn hochstens die Anzahl von nachgewiesen und visualisiert. 

Nukleotiden verlangert, die zwischen dem 3'-Ende des Oli- Vorzugsweise weisen die im Massenspektrometer detek- 

gonukleotids des Typs B und dem S'-Ende des Oligonukleo- tierten Fragmente eine einzelne positive oder negative Net- 

tids des Typs C liegen. Bevorzugt tragt dabei zumindest ein toladung auf. 

Nukleotid eine nachweisbare Markierung. In einer beson- 10 In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 

ders bevorzugten Variante des Vertahrens tragt entweder das analysiert man SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) 

Oligonukleotid des Typs B oder das Oligonukleotid des und Cytosin-Methylierungen in einem Experiment 

Typs C eine nachweisbare Markierung. Die Art der Verlan- In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 

gerung hangt dabei vom Methy lierungsstatus des jeweiiigen analysiert man den unteren und den oberen Strang der DNA- 

Cytosins in der genomischen DNA-Probe ab, oder aber von 15 Probe nach der chemischen Vorbehandlung in einem Expe- 

eventuell vorhandenen SNPs, Punktmutationen oder Dele- riment, um eine interne experimentelle Kontrolle sicherzu- 

tionen, Insertionen und Inversionen. stellen. 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens sind die ein- Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit, das Che- 
gesetzten Nukleotide tenninierende (Typ D2) und/oder ket- mikalien und Hilfsmittel zur Durchfuhrung der Bisulfit-Re- 
tenverlangemde Nukleotide (Typ Dl). Dabei ist das termi- 20 aktion und/oder der Amplification, der Hybridisierung, der 
nierende Nukleotid (Typ D2) ein 2',3'-Didesoxynukleotid Verlangerungsreaktion und der Ligasereaktion und/oder Po- 
und das kettenveiiangemde Nukleotid ein 2-Desoxynukleo- lymerasen und/oder die Dokumentation zur Durchfuhrung 
tid. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens des Verfahrens enthalt 

wahlt man die Nukleobasen des Typs Dl aus einer Gruppe Das folgende Beispiel bezieht sich auf ein Fragment von 

aus, die die Basen T, A und C oder aber die Basen T, A und 25 Exon 23 des Faktor Vm-Gens, in dem eine bestimmte CG- 

G enthalten. In einer weiteren, besonders bevorzugten Va- Position auf Methylierung zu untersuchen ist. 

riante des Verfahrens wahlt man die Nukleobasen des Typs Im ersten Schritt wird das Fragment durch Primer des 

D2 aus einer Gruppe aus, die entweder die Basen T und C Typs A amplifiziert und zwar durch 

oder aber die Basen G und A enthalt ATTATGTIXjGAGTAGTAGAGTITAAATXXjTT und 

Die Markierung der verlangerten Oligonukleotide des 30 ACTTAACACTTACTATTTAAATCACAACCCAT. 

Typs Berfolgt bevorzugt UberabsorbierendeFarbstoffe und/ Die amplifizierte DNA wird an ein Oligonukleotid des 

oder iiber Chemilumineszenz und/oder iiber radioaktive Iso- Typs B (beispielsweise ATCTTGGATGTTGTTGAG) und 

tope und/oder uber Fluoreszenzmarkierungen, die iiber die 5-phosphoryliertes Oligonukleotid des Typs C (beispiels- 

im vierten Verf ahrensschritt angefugten Nukleotide oder weise GTATAAAGTAAATTAGAAGGAAGAT) hybridi- 

aber uber die Oligonukleotide des Typs B oder C eingetuhrt 35 siert Anschliessend wird die Verlangerungsreaktion mit 

werden. Grundsatzlich tragt im Falle der Markierung der 2\3'-Didesoxycytidintriphosphat (ddCTP, als Typ D2), Thy- 

Oligonukleotide das immobilisierte Oligonukleotid keine midintriphosphat (dTTP, als Typ Dl) und 2-Desoxyadeno- 

Markierung. Bevorzugt ist ebenfalls die Markierung uber sintriphosphat (dATP, als Typ Dl) durchgeruhrt Es entsteht, 

die Molekiilmasse des verlangerten und ligierten Oligonu- wenn ein methyliertes Cytosin vorlag, das Verlangerungs- 

kleotids. 40 produkt ATGTTGGATGTTGTTGAGAAAC, welches am 

Diese hybridisierten Oligonukleotide werden im funften 3-Ende keine Hydroxyfunktion tragt, wahrend bei Vorlie- 

Verf ahrensschritt in Gegenwart einer bevorzugt thermosta- gen eines nicht methylierten Cytosins in der zu untersuchen- 

bilen Ligase inkubiert, um das angrenzende hybridisierte er- den Sequenz das Verlangerungsprodukt 

ste (Typ B) und zweite fiyp C) OUgonukleotid zu verbinden ATGTTGGATGTTGTTGAGAAAT mit einer 3-OH-Funk- 

und dadurch ein Ligationsprodukt zu erhalten, sofern im 45 tion entsteht In der nun folgenden Ligationsreaktion kann 

vorangehenden Schritt eine Verlangerung des Oligonukleo- daher nur das Ligationsprodukt ATGTTGGATGTTGTT- 

tids derart erfolgte, dass nun ein Desoxynukleosid unmittel- GAGAAAT ACTTAACACnTACTATTTAAATCA- 

bar an das 5'-Ende des Oligonukleotids des Typs C angrenzt CAACCCAT gebildet werden. Ist das Oligonukleotid des 

Im sechsten Verfahrensschritt wird detektiert, ob sich ein Typs C ACTTAACACTTACTATTTAAATCACAACCCAT 

Ligationsprodukt gebildet hat Dazu werden die verlanger- 50 nun fluoreszenzmarkiert, so wird nur dann eine fluoreszie- 

ten Oligonukleotide an jeder Position der Festphase, an der rende Markierung eingebaut, wenn ein nicht methyliertes 

sich eine Oligonukleotidsequenz befindet, auf das \foman- Cytosin in der zu untersuchenden DNA-Probe vorgelegen 

densein einer Markierung untersucht hat 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens Umgekehrt kann eine Kontrolle unter Verwendung der 

erfolgt der Nachweis der verlangerten Oligonukleotide iiber 55 gleichen Sequenzen, jedoch mit einem veranderten Satz von 

ihre Fluoreszenz. Dabei haben bevorzugt unterschiedliche TViphosphaten durchgefuhrt werden. Wird analog dem obi- 

Ligationsprodukte unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaf- gen Beispiel in der Verlangerungsreaktion 2 , ,3'-Didesox- 

ten, was beispielsweise durch mit unterschiedlichen Farb- ymymidintriphosphat (ddTTP, als Typ D2), 2-Desoxycyti- 

stoffen markierte eingebaute Nukleotide erzielt werden dintriphosphat (dCTP, als Typ Dl) und 2'-Desoxyadenosin- 

kann. 60 triphosphat (dATP, als Typ Dl) durchgefuhrt, so ergibt sich 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens erzeugt man nach der Ligasereaktion umgekehrt nur dann ein Hnbau ei- 

Fragmente des verlangerten Oligonukleotids durch Verdau ner Markierung, wenn ein methyUertes Cytosin in der zu un- 

mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonukleasen. tersuchenden DNA-Probe vorgelegen hat 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 

sind die Markierungen der Nukleotide ablosbare Massen- 65 Patentanspriiche 
markierungen, die in einem Massenspektrometer nachweis- 

bar sind. 1. Verfahren zum Nachweis von 5-Methylcytosin in 

Ablosbare Massenmarkierungen, die verlangerten Oligo- genomischen DNA-Proben, dadurch gekennzeichnet, 
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dass man die folgenden Schritte ausfuhrt: 

(a) man setzt eine genomische DNA aus einer 
DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch urn, 
wobei 5-Methylcytosin und Cytosin unterschied- 
lich reagieren und diese somit nach der Reaktion 5 
ein unterschiedliches Basenpaarungsverhalten in 
der DNA Duplex zeigen; 

(b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA un- 
ter Verwendung einer Polymerase und mindestens 
einem Oligonukleotid (Typ A) als Primer, 10 

(c) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleo- 
tiden an die amplifizierte genomische DNA unter 
Ausbildung einer Duplex, wobei dieser Satz von 
Oligonukleotiden aus verse hi edenen Spezies des 
TVps B und des TVps C besteht und wobei besagte is 
hybridisierte Oligonukleolide des TVps B mit in- 
rem 3-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis 

zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hin- 
sichtlich ihrer Methylierung in der genoraischen 
DNA-Probe zu untersuchen sind und wobei das 20 
zweite Oligonukleotid (Typ C) an eine zweite Re- 
gion des Zielmolekiils hybridisiert, so dass das 5*- 
Ende des zweiten Oligonukleotids (Typ Q durch 
eine Lucke von der GroBe eines Einzelnukleotides 
oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3-Ende des er- 25 
sten hybridisierten Oligonukleotids (Typ B) an der 
Stelle der besagten ausgewahlten Position ge- 
trennt ist; 

(d) man verlangert das Oligonukleotid (Typ B) 
mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels 30 
einer Polymerase um hochstens die Anzahl von 
Nukleotiden, die zwischen dem 3-Ende des Oli- 
gonukleotids des lyps B und dem 5'-Ende des 
Oligonukleotids des lyps C liegen, wobei die Ver- 
langerung vom Methylierungsstatus des jeweili- 35 
gen Cytosins in der genomischen DNA-Probe ab- 
hangt; 

(e) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegen- 
wart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch 
die Polymerasereaktion verlangerte erste Oligo- 40 
nukleotid des l^ps B und das zweite Oligonukleo- 
tid des TYps C verbunden werden und man da- 
durch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vor- 
angehenden Schritt eine Verlangerung des Oligo- 
nukleotids des Typs B derart erfolgte, dass nun 45 
das 3'-Ende mit vorhandener 3-Hydroxyfunktion 
des verlangerten Oligonukleotids unmittelbar an 
das 5*-Ende des Oligonukleotids des TVps C an- 
grenzt; 

(0 man detektiert, ob sich ein Iigationsprodukt 50 
gebildet hat 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass das 5-Ende des ersten Oligonukleotids (Typ 

B) an eine Festphase immobilisiert ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 55 
net, dass das 3-Ende des zweiten Oligonukleotids (Typ 

C) an eine Festphase immobilisiert ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass man die in Schritt b erzeugten Amplifikate an 
definierten Stellen an eine Festphase bindeL 60 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass man bei der Amplifikation mindestens einen 
Primer (Typ A) an eine Festphase bindeL 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet dass man unterschiedliche Amplifikate 65 
auf der Festphase in Form eines rechtwinkligen oder 
hexagonalen Gitters anordneL 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6, da- 
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durch gekennzeichnet dass man unterschiedliche Oli- 
gonukleotidsequenzen auf einer ebenen Festphase in 
Form eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters 
anordneL 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass die an den verlangerten 
Oligonukleotiden angebrachten Markierungen an jeder 
Position der Festphase, an der sich eine Oligonukleo- 
tidsequenz befindet, identifizierbar sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Festphasenoberflache 
aus Silizium, Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Ei- 
sen, Kupfer, Nickel, Silber oder Gold besteht 

10. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die man Behand- 
lung der DNA vor der Amplifikation mit einer Bisulfit- 
losung ( = Disulfit, Hydrogensulfit) durchfuhrt. 

1 1 . Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet dass die Amplifikation 
mittels der Polymerasekettenreaktion (PGR) erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die verwendeten 
Oligonukleotide des IVps A entweder nur die Basen T, 
A und C oder aber die Basen T, A und G enthalten. 

13. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die verwendeten 
Oligonukleotide des Typs B und/oder des Typs C ent- 
weder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen T, 
A und G enthalten. 

14. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass man die Ligations- 
produkte und/oder die Verlangerungsprodukte fur die 
Detektion mit einer nachweisbaren Markierung ver- 
sieht 

15. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet dass die Markierungen 
Fluoreszenzmarkierungen sind. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio- 
nuklide sind. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Markierungen ablos- 
bare Massenmarkierungen sind, die in einem Massen- 
spektrometer nachweisbar sind. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, dass die verlangerten Oligonu- 
kleotide und Ligationsprodukte insgesamt im Massen- 
spektrometer nachweisbar sind und somit durch ihre 
Masse eindeutig markiert sind. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet dass jeweils ein Fragment der 
verlangerten und/oder ligierten Oligonukleotide im 
Massenspektrometer nachweisbar ist 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet dass man das Fragment durch Verdau mit ei- 
ner oder mehreren Exo- oder Endonukleasen erzeugt 

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zur besseren Detektierbarkeit im 
Massenspektrometer die erzeugten Fragmente eine ein- 
zelne positive oder negative Nettoladung aufweisen. 

22. Verfahren gemaB einem der voranstehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet dass man die Detek- 
tion der verlangerten Oligonukleotide und/oder der Li- 
gationsprodukte mittels Matrix assistierter Laser De- 
sorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI) 
oder mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) 
durchfuhrt und visualisierL 

23. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprii- 
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che, wobei die Polymerasen Wtzebestandige DNA-Po 
lymerasen und/oder die Ligasen thermostabile Ligasen 
sind 

24. Verfahren nach eineni der voranstehenden Ansprii- 
che, wobei man zusatzlich zur DNA-Methylierung 5 
auch SNPs detektiert imd visualisiert 

25. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprii- 
che, wobei die eingesetzten Nukleotide terminierende 
Cfyp D 2) und/oder kettenverlangemde Nukleotide 
(TVpDl)sind. 10 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das kettenter- 
minierende Nukleotid (Yyp D 2) aus einer Gruppe aus- 
gewahlt wird, die entweder die Basen T und C oder 
aber die Basen G und A enthalt 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, wobei die 15 
kettenverlangernden Nukleotide (TVp D 1) aus einer 
Gruppe ausgewahlt wird, die entweder die Nukleoba- 
sen A, T und C oder aber die Basen G und A und T ent- 
halt 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, dass das fluoreszenzmarkierte dCTP-Derivat 
Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP isL 

29. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru - 
che, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifica- 
tion von mehreren DNA-Abschnitten in einem Reakti- 25 
onsgefaB durchfuhrt 

30. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass in Schritt a) die genomische DNA aus einer 
DNA-Probe erhalten wurde, wobei Quellen fur DNA 

z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn- 30 
Ruckenmarks-Fliissigkeit, in Paraffin einbettetes Ge- 
webe, histologische Objekttrager und alle moglichen 
Kombinationen hiervon umfaBt 

31. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass man das 3-Ende des 35 
in Schritt d verlangerten Oligonukleotids des l^ps B 
durch das Nukleotid 2-Desoxyadenosin bildet, das 
durch seine 3'-Hydroxyfunktion die Ligation in Schritt 

e ermbglicht, wohingegen ein 2',3-Didesoxyguanosin 
am 3'-Ende des Oligonukleotids nicht zu einem Ligati- 40 
onsprodukt fuhrt. 

32. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass man das 3-Ende des 
in Schritt d verlangerten Oligonukleotids des lyps B 
durch das Nukleotid 2'-Desoxyguanosin bildet, das 45 
durch seine 3-Hydroxyfunktion die Ligation in Schritt 

e ermoglicht, wohingegen ein 2 , ,3 , -Didesoxyadenosin 
am 3-Ende des Oligonukleotids nicht zu einem Ligati- 
onsprodukt fuhrt 

33. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 50 
che, dadurch gekennzeichnet, dass man das 3'-Ende des 

in Schritt d verlangerten Oligonukleotids des lyps B 
durch das Nukleotid Thymidin bildet, das durch seine 
3-Hydroxyfunktion die Ligation in Schritt e ermog- 
licht, wohingegen ein 2',3'-Didesoxycytidin am 3- 55 
Ende des Oligonukleotids nicht zu einem Ligationspro- 
dukt fuhrt 

34. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru - 
che, dadurch gekennzeichnet, dass man das 3'-Ende des 

in Schritt d verlangerten Oligonukleotids des lyps B 60 
durch das Nukleotid 2'-Desoxycytidin bildet, das durch 
seine 3-Hyo^oxyfunktion die Ligation in Schritt e er- 
moglicht, wohingegen ein 2\3'-Didesoxythymidin am 
3'-Ende des Oligonukleotids nicht zu einem Ligations- 
produkt fuhrt 65 

35. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, dass man Methylierungsanalysen des oberen und 
unteren DNA-Stranges gleichzeitig durchfuhrt 



36. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass man die Schritte c-e in Losung durchfuhrt 
und die ligierten Oligonukleotide auf eine Festphase 
fur die Detektion aufbringt. 



